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とのエーテルである[Tornabene，et af_， 1978; Tornabenc & Langworthy， 1979Joまた，





いては， 1965年Katesらによ って，Halobacterium cutirubrumから得られた脂質骨
格の構造決定が初めて行われ[Kates，et al.， 1965]， 1980年代からテトラエーテル型
脂質骨格の構造決定[Heathcock，et al.， 1985]および極性頭部の構造決定[Nishihara，
et al.， 1987; 1989; Nishihara & Koga， 1987]などがさかんに行われた。ジエーテル型
脂質骨格では，マクロサイクリック型[Comita& Gagosian， 1983]や水酸基を持つ











た[Zhang，et al.， 1990; Zhang & Poulter， 1993a]。この反応、は二つのgeranylgeranyl
diphosphate (GGPP)からゲラニルゲラニル基をグリセロール↓リン酸へ順次転移
するこつの反応からなり，それぞれに対応するこつの転移酵素が発見された







diphosphate (FPP)を供給するFPPsynthaseである[Reed& Rilling， 1975; Eberhard & 
Rilling， 1975; Barnard & Popjak， 1981]。その{也， geranyl diphosphate (GPP) 
synthase[Heide， 1988; Heide & Berger， 1989; Croteau & Purkett， 1989; Suga & Endo， 
1991]， GGPP synthase[Ogura， etal.， 1972; Dogbo & Camara， 1987; Brinkhaus & Rilling， 
1988]，長鎖のprenyldiphosphateを合成するprenyltransferaseとして， hexaprenyl-





diphosphate synthaseのようにZ型に鎖伸長するものなど[Baba& Allen， 1980; Ishii， 
et al.， 1986]が知られている。最もよく研究されているFPPsynthaseは， sterol合成
系のー酵素として，活性も高いことから古くから注目され，その酵素蛋白は単一
にまで精製された[Eberhard& Rilling， 1975; Yeh & Rilling; 1977]。また，そのDNA
レベルでの解析も進んでいる[Clarke，et al.， 1987; Anderson， etal.， 1989; Sheares， et




的性質の比較[Oi，et al.， 1988]，アミノ酸代謝のkeyenzymeであるaspartateamino 
transferase (GOT)の精製と性質[Tanaka，et al.， 1990; Tanaka， etal.， 1992]，同酵素遺
伝子のクローニング・塩基配列の決定および同遺伝子の大腸菌内における発現
[Tanaka， et al.， 1993]，メタン菌のエネルギー代謝に必須の酵素F420・reducing
hydrogenaseの精製と性質[Tachibana，et al.， 1993]などの研究が行われた。
本論文研究では，メタン菌の脂質生合成において重要な役割を演ずる















































































































得られた菌体は約1gIli附 (2.5g/ day)であった。得られた菌体は50mM Tris buffer， 
pH 7.0に再懸濁し，実験に用いるまで・800Cに凍結保存した。
1.1ム pren y ltransferase活性測定法
1.1.2.1. 基質isopentenyldiphosphateおよびallylicdiphosphatesの化学合成
基質のIPPおよび、allylicdiphosphates (DMAPP， GPP， FPP， GGPP)はそれぞれ































した。 l-propanoVammonia waterl water (6:3:1)で展開し，モノリン酸およびピロリ
ン酸の検出はヨウ素蒸気あるいはDittmer試薬[D油田:r，etal.， 1964]によって行った。
モノリン酸はRr=0.5-0.6，ピロリン酸はRf=u.25・0.35の位置に検出され，ピロリン
酸(IPP，DMAPP. GPP. FPP， GGPP)のみを検出したフラクションをロータリーエパ
ポレーターを用いて濃縮し，大量のアセトンを加えることによって沈澱させ，乾




た。 IPPは， [4-'4C]IPP(Du Pont-New England Nuclear， 2.2 GBq/mmol)を非放射性の
IPPで希釈し， 66，000 dpmll0 nmolに希釈調製して用いた。 standardassay mixture 
(白nalvolume=O.1 nu. 100μM IPP. 100μM allylic diphosphate， 800 mM KCl， 3 mM 
MgCI2， 75 mM Tris， pH 7.6)に適当な量の酵素を添加することによって反応を開始
した。反応は600C.5分間行い， 0.2 mlのHCVmethanol (1:4)混液を添加することに
よって反応を停止した。さらに600C，5 minのインキュベートを行い，生成した






第1章 M ethanobacteri umのGGPPsynthaseの精製と性質









アフィニティークロマトの作製について述べる。基本的な調製方法は， Bartlett et 
al. (1985)の方法によった。













解した7mmol famesyl monophosphate (Cf. 1.1.2.1.)のmonotributylammoniumsaltを添
加した。その後，反応液をCaS04にてよく乾燥させたデシケーター中(室温)に24
時間放置した。目的の物質P-(3・N-trifluoroacetyl-amino-l・propyl)ーO-farnesyl
phosphonophosphateはシリカゲルのフラッシュクロマトで精製し， 0.1 N KOHを







P-(3-amino-l-propyl)-O・farnesylphosphonophosphateをethylene glycol/O.l M 







粗酵素液を，あらかじめ0.3M KClを含む50mM Tris buffer， pH 7.0で平衡化され
たPBE94カラム(2.6x20cm)に吸着させ，さらに同bufferでよく洗浄した。 0.7 M 
KClを含む50mM Tris buffer， pH 7.0で溶出を行い，限外鴻過によって濃縮した。
1.1.5.2. Phenyl-Sepharose CL-4Bカラムクロマトグラフイ}
酵素溶液に(NH4)2S04を1Mになるよう加え，遠心分離によって不溶成分は除い
















らかじめ0.15M KClを含む50mM Tris buffer， pH 7.0で平衡化されたSephacrylS・
300HRカラム(2xl05cm)を用いてゲル滅過を行った。 溶出は0.15M KCIを含む50
mM Tris buffer， pH 7.0で行った。分子量マーカー(catalase，232 kDa; aldolase， 158 




分を濃縮し， 10 mM Tris， pH 7.6， 1 mM MgCl2 (Tris・Mgbuffer)に対し透析した。前
項において作成したFPPanalog-CH-Sepharose CL-4Bアフィニティーカラムに，透
析サンプルをゆっくり(5mνhr)吸着させた。 3mMKCαlを含むT‘rmi白s
したのち， 5 mM KCαlを含むTri臼s-Mg b加uf仔fe訂rで溶出した。以上精製された
p戸re叩n】ザy州ltransfi島eras関eはi濃農縮しι，冷蔵保存したO
1.1.6 prenyltransferase反応、のTLCによる生成物同定法
酵素反応を行ったのち，生成物を0.1M glycine， 1 mM ZnC12， 1 mM MgC~ ， pH 





famesol， geranylgeraniol)とともに逆相TLC(HprenyltransferaseLCRP-8， Merck)， 








粗酵素液中のprenyltransferase活'性は， 100μM IPP + 100μM GPPを基質とした
















Table 1・2. Purification of GGPP Synthase from Methanobacterium thermoformicicum 
SF-4. 
Step 
Protein Specific activity Purification Yield 
(nmol min-'mg勺









Cellulose 21.6 67.1 24.1 
Sephacryl S-300HR 9.07 121 41.9 































基質として， 200μM IPPと40μMallylic diphosphate (DMAPP， GPP， FPP)を用い
たときそれぞれの生成物はFig.1-3のようになった。いずれの場合もGGPPを生成
した。このことから，メタン菌M. thermoformicicumの精製prenyltransferaseは




























するため， Tris bufferのみを用いて， pH 7からpH8.5の範囲で活性測定を行った。
その結果， pH 8.2付近で最も高い活性が得られた(Fig.1・6)0pH 7では， pH 8.2で
得られた活性の100とすると，相対的に50%の活性となった。
1.2.7. 種々化合物のGGPPsynth出e活性におよぼす
種々化合物のGGPPsynthase活性に対する について調べた。 50 mM Tris 












Table 1-3. Effects of Various Chemicals on the Activity of GGPP Synthase of 
Methanobacterium thermoformicicum SF-4. 
lncubation with Concentration (mM) Activity (%) 
None • 100 
Pyrophosphate 1.0 92.6 
10.0 3.3 
GGPP 1.0 23.7 
PCMB 1.0 10.2 
PCMB+KCl 1.0+800 72.0 
PCMB+NaCI 1.0+800 56.6 
PCMB+s-Mercaptoethanol 1.0+5.0 100.4 
0・Mercaptoethanol 5.0 107.5 
SpeITnidine 1.0 102.3 
Putrescine 1.0 100.2 
Choline 1.0 98.7 
SDS 1.0% 3.3 






















1ふ4. apparent Km値および真のKs'Km' Vmax 
IPPを40μMに固定したときのそれぞれのalylicdiphosphatesに対するapparentKm_ 








































































Table 1-5. Prenyltransferase Activities of Various Organisms. 





















a Assay using IPP and GPP as substrates. 
Refe陀nce(s)
This work 
Takahashi & Ogura， 1981 
F吋isaki，et al.， 1990; 
Koyama， etal.， 1993 
Reed & Rilling， 1975 
Yeh & Rilling， 1977 
B紅nard& PO凶ak:， 1975 
Anderson， etal.， 1989 
1.4.2. Methanobacterium thermoformicicumのprenyltransferaseについて
すでに述べてきたように，M. thermoformicicumのprenyltransferaseを精製したと





















TABLEI・6. Molecular Mass and Structures of Various Prenyltransferases企omVarious Sources. 
Prenyltransferase" 
Archaea 
Methanobacterium themlOfomlicicum GGPPS 
Methanobacterium themlOautotrophicum GGPPS 
Eucarya 
Capsicum annuum GGPPS 
Phycomyces blakesleanus GGPPS 
Neurospora crassa GGPPS 
Human Iiver FPPS 
Human FPPS 
Pig Iiver FPPS 
Rat Iiver FPPS 
A vian Iiver FPPS 
Saccharomyces cerevisiae FPPS 
Saccharom)'ces cerevisiae FPPS 
Lithospemlum erythrorhizon GPPS 
Bacteria 
Erwinia herbicola GGPPS 
Bacillus subtilis GGPPS 
Micrococcus luteus GGPPS 
Baci/lus subtilis FPPS 
Baci/lus stearothermophilus FPPS 
Escherichia coli FPPS 
Baci/lus subtilis UndPPS 
Micrococcus luteus UndPPS 



































Chen & Poulter， 1993 
Dogbo&C創nara，1987 
Brinkhaus & Rilling， 1988 
Carattoli， etal.， 1991 
Barnard & PO副ak，1981 
Misawa， etal.， 1990 
Yeh & RilIing， 1977 
Clarke， etal.， 1987 
Reed & Rilling， 1975 
Eberhardt & Rilling， 1975 
Anderson， etal.， 1989 
Heide & Berger， 1989 
Armstrong， etal.， 1990 
Math， etal.， 1992 
? Takahashi & Ogura， 1982 
? Sagarni & Ogura， 1981 
dimer Takahashi & Ogura， 1981 
Koyama， etal.， 1993 
Fujisaki， etal.， 1990 
? Takahashi & Ogura， 1982 
? Baba & Allen， 1980 
dimer Ohnuma， etal.， 1991 
• GGPPS， GGPP synthase; FPPS， FPP synthase; GPPS， geranyl diphosphaωsyn血ase;UndPPS， 
undecaprenyl diphosphate syn出ase;SoIPPS， solanesyl diphosphate synthase. 









[L鎚kovics，et al.， 1979; Barnard & PO凶ak，1981]，メタン菌のGGPPsynthaseも同様
のordered-sequentia1Bi Bi型作用機構に基づいて作用していることがわかった。



















































































GGPP synthaseのみと考えられた(Fig.1-13)。通常， FPP synthaseはsterolsあるいは
さらに長鎖のprenyldiphosphates(最終的にはubiqunoneの側鎖， sug紅 carrierlipidsな
どになる)を合成するための基質を供給するという役割を果している。それに対


















物を蓄積する[Chen& Poulter， 1993]。この酵素を精製したChen& Poulterは








































M. thermoformicicumlま600Cで最もよく生育するメタン菌である。当然t M. 
thermoformicicumの酵素は600Cにおいても安定であることが期待される。
各温度で， pH 7.5に調節した酵素を30分間処理した後，残存活性を測定した













































































































undecaprenyl diphosphate synthaseであり，この酵素は20mMおよび 40mM K+で活
性化され，基質であるFPPに対してnoncompetitiveのグラフを与える[Takahashi，et 

























なり，非常にうまく説明できる。 K+はいわゆる"modifier"であり， GGPP synthase 
反応のK+の関与する個々の素反応を促進し，よってGGPPsynthase反応全体を促




















ている。 Mg2+濃度の変化によって， preny ltransferaseのproductsの鎖長が変化する
ということが知られているF吋i，et al.， 1980; Eggens， etal.， 1983; Crick & Rip， 1989; 



































されている[Suzuki，et al.， 1993]0 SulfolobusにおいてもGGPPを前駆体とする脂質

























Natronobacterium pharaonis IF014720(DSM2160に同じ)[Morth& Tindall， 1985]は糖
脂質を持たず，リン脂質はarchaetidylglycerophosphateとarchaetidylglycerolおよび
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未同定のリン脂質(おそらく archaetidicacid[Nishihara & Koga， 1990])の3種類である
[Tindall， etal.， 1984; Morth & Tindall， 1985]0 N. pharaonisの脂質生合成系，すなわ
ちイソプレノイド生合成を研究した。まず，本菌のprenyltransferasesの精製を試









N. pharaonis'ま4M NaCl存在下， pH 9で最もよく生育する古細菌である。各種
の糖は資化せず，主としてアミノ酸を利用して増殖する。培地組成はTable111-1 
に示す通りである。
























第3章 Natronobacteri umのPrenyl transferases 













3.1ふ Natronobacterium pharaonisのprenyltr加 sferase活性測定法
p:enyltrarnferぉd舌性ilU定法は基本的にはメタン菌の場合のそれと同様であるが，
高度好塩菌の場合，その酵素は塩濃度を低下させるとすみやかに失活・変性する


















に吸着させた。カラムを50mM Tris， pH 8.0， 2.5 M NaCI(Tris-NaCI buffer)， 1.0 M 
(NH4)2S04で十分洗浄した後， Tris-NaCl bufferにおいて1.0・oM (NH4)2S04の減少勾















行った結果， prenyltransferase 2は120 mM付近に溶出された(Fig. 111-4)0 
prenyltransferase 1および2をそれぞれultrafiltratorによって濃縮した。
3.1.5.3. Sephacryl S-300 HRによるゲル減過
Sephacryl S-300 HR(2 X 105 cm)によるゲル濃過を行って，さらに精製を行い，
同時に分子量を測定した。 50mM Tris， pH 8.0， 2.5 M KClであらかじめ平衡化され
ているカラムにサンプルを展開した。 prenyltransferぉe1は76kDaの位置に溶出さ
れ(Fig.111-5)， prenyltransferase 2は68kDaの位置に溶出された(Fig.11・6)0 しかし，




















7)0 prenyltransferase 1は76kDa. prenyltransferase 2は68kDaであった。また，




他起源のpreny 1 transferasesと同様の値を示した(Cf.l.4.3.) 
3ム3. 基質特異性
部分精製されたprenyltransferase1および2の基質特異性について検討した(Table
11-1)。メタン菌のGGPPsynthase はすでに述べたように， DMAPP， GPP， FPPをア
リル性基質として利用可能であり その活'性はGPP>DMAPP>FPPの順で高かっ
た。 N.pharaonisのprenyltransferase1および2はそれぞ、れTable11・1のようになった。










































と思われる。それに対して， prenyltransferase 1 はGGPPに対しても活性を示し，
GGPP> FPP> GPP> DMAPPの順に作用した。この順序は基質分子の炭化水素鎖長

























preny ltransferasesのそれと同様であり，それぞれGGPPsynthaseが76kDa， FGPP 
syn出aseが68kDaであった。得られた両prenyltransferasesは通常のprenyltransferase





Natronobacterium， Natronococcus， Halococcusと同様に， C抑 C20ジエーテル型脂質の
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他に， c加 C25ジエーテル型脂質をも持つ。これらジエーテル型脂質のC20の部分
は，Methanobacterium， Halobacteriumtですでに明らかになっているように， GGPP 
を前駆体とし， GGPPからゲラニルゲラニル基をグリセロール・1-リン酸へ転移す






通常，植物[Ogura，et al.， 1972]や動物[Sagami，et al.， 1993]など真核生物および


















いかと思われる(Table111-2; Fig. )。すなわち， FGPP synthaseはGGPPを主として
基質とし， FGPPを合成するという 1段階の伸長だけをその役割としているのかも
しれない。動物において， GGPP synthaseがFPPを主として基質とし， GGPPを合
成するという 1段階の伸長だけをその役割としていることが報告されており
[Sagami， et al.， 1993]， Natronobacteriumの場合と類似しており，興味深いものが
ある。
Table 111-2. Activity Ratio of FGPP synthase and GGPP 























































































































Activated CH-Sepharose 4B 
? 9. 
O-~-O-rCH2CH2CH州
OH OH CH-Sepharose 4B 





















































































































。 4，000 。 4，000 8，000 0 
Radioactivity (dpm) 
Fig.I・3. Product Analysis of GGPP Synthase Purified from 
Methanobacterium thermoformicicum SF -4. 
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10001K 
Fig.I・5.Arrhenius Plots of GGPP Synthase Reaction 
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Fig.1・10. Double reciprocal 
plot ofGGPP synthase 
reaction using GPP as allylic 
substrate. 
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Fig.l-ll Double reciprocal 
plot ofGGPP synth邸 e


































Fig.I・13.Roles of GGPP synthase and FPP synthase in 















o 0 GGGP Syntbase 
O・P・0・POH-ー ーー .ー
Geranylgeranyl dlphosphate OH OH 
x 

























? ? ? 》 ?
? ? ? ?
?
50 60 70 
Temperature (' C) 
Fig.II・1. Thel"llal Stability of GGPP Synthase Purified from 
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Fig. U・3. Effect of K+ on IPP and FPP concentrations. 
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A B 
E→EK+ EK+A EK+AB→EK+PQ 
K+ 
EA 
Scheme 1-1. Mechaoism of K+ effects based 00 
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Fraction No 
Fig.1I1-2. Separation of FGPP Synthase from GGPP Synthase of 
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Fig. 111-3. Elution of FGPP Synthase of Natronobacterium 
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Fig.III-4. Elution of GGPP Synthase of 






















Fig.III-5. Elution of FGPP Synthase of Natronobacterium 
pharaonis from Sephacryl S-300HR column. 
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Fig.III-6. Elution of GGPP Synthase of 
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Fig. 111-7. Estimation of Molecular Mass of FGPP Synthase 
and GGPP Synthase from Natronobacterium pharaonis by 






Fig. 111-8. Roles of GGPP Synthase and FGPP Synthase 
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